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[Be ze ichnung ] 

Vorrlch^ring zxm Kaschen von mikroskaplerbaren Praparaten tind 

deren Tragem, Insbesondere von Ulteadiizmschitten zur Be- 
t:xachtung In Transmlssxons-EiektronenmiJcroskopen, xnsbesonde- 
20 * re nach imxauncytocheiaischer Behandlung 
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[Beschrexbung ] 


[Stand der Technik] 

5 Sogenannte UltradUnnschnitte werden in der Blektronenmikro- 
skopie regelmaBig von b'iologischen Zellen und Gewebestucken 
angefer^igt, deren Struktur es meist in Transmission- 
Elektronenmikroskopen darzustellen gilt* Dazu mUssen die 
typischerweise einige nra dtinnen Schnitte auf ObjekttrSgerriet- 

10 ze aufgebracht und in aufwendigen Verfahren prdpariert wer- 
den. Vor dem Aufbringen der Schnitte werden die Objekttr^ger- 
' netze meist mit handelsOblichen Filmen (Markenbezeichnung 
Formvar oder Piolpform) 'befilmtS um das EinreiBen der 
Schnitte zu verhindern. 

IS Die verwendeten Verfahren umfassen meist 10 bis 20 einzelne 
Verfahrenschritte, die zu einem Drittel oder Viertel aus dem 
immer wieder durchzuflihrenden Waschen der PrSparate mit ein 
und der gleichen Pufferl6sung bestehen /I/. 

Das Waschen der Ultradannschnitte geschieht in ebenfalls sehr 
20 aufwendiger Weise, in dem die ObjekttrSgernetze mit angehef- 
teten Schnitten einzeln^ auf einzelne Tropfen der WaschlOsung 
aufzulegen sind /2/. Die Trager sind nach meistens 5 bis 10. 
min einzeln wieder von den einzelnen Tropfen aufzunehmeri, was 
selbst fur geschickte Arbeitskrafte einen groBen Zeitaufwand 
25 bedeutet. * 

Die eigentliche Reinigung ist darait bei den konventionellen 
Verfahren lediglich darauf zurackzufiihren^ daB far das Kon- 
trastierungsmittel im PrMparat und im darunter liegenden 
Tropfen der Waschl5sung ein Konzentrationsunterschied vor- 
30 liegt. 

Weiterhin ist nachteilig, daB der Waschvorgang - aufgrund 
. schwankender Benetzung des PrSparates - meist nicht reprodu- 
zierbar ist, was zur mehrmaligen Wiederholung der^ speziell 
bei. Transmissions-Elektronenmikroskopen, teiiren Versuchs- 
35 durchfuhrung ftthrt. . 
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[Atlfgabe der Erfxii^ung] 

Der im Schutzanspruch 1 angegebenen Erfindung liegt das 
Problem zugrunde, eine Vorrichtung zu schaffen, die das 
Waschen von mikroskopierbaren Er^paraten und deren TrSgern 
zeitsparend, reproduzierbar und effektiver erraoglicht, als 
mit herkommlichen Verfahren. 


[Z*6sung der .Au£gabe] 

10 Dieses Problem wird mit den im Schutzanspruch 1 aufgefUhrten 
Merlotialen gelost. 

Entgegen der durch die Ublichen Waschverfahren dokumentierten 
Lehrmeinuh^ hat sich iiberraschender Weis.e gezeigt, daB die 
Verbindung zwischen mikroskopierbaren PrSparaten^ insbesonde- 
Is re zwischen UlradUnnschnitten und- deren Tragern, insbesondere 
Objektragernetze zur Transmissions-Elektronenmikroskopiei. so 
stark ist, daB sie eine direkte frontale oder seitliche 
Anstromung der PrSparate durch Waschldsung im Strdmungsge- 
schwindigkeitsbereich von bis zu 20 cra/s standhait. 

20 

[Vortieile der 'Br£±ndung] 

Mit der Erfindung wird erreichtr dafi die WaschvorgSnge we- 
sentlich weniger arbeitsintensiv sind, wodurch der Prdparator 
andere Arbeiten wahrend der Zeit des Waschens erledigen kann. 

25 Durch Festlegung des Abstandes zwischen Praparat und der die 
Waschldsung zufOhrenden Offnung und durch Festlegung der 
Offnung der Oberlauf bohrungen (5) konnen erstraalig reprodu- 
zierbare Waschvorg^nge durchgefuhrt werden, was die Anzahl 
der, insbesondere bei Elektronenmikroskopen kostspieligen 

30 Wiederholungsaufnahmen reduziert. 

Mit der vorliegenden Erfindung konnte zudem ein wesentlich 
gr5Berer Waschef fekt erreicht werden, was in der Folge zu 
deutlich klareren Aufnahmen mit weniger 'Back-Ground', also 
einer geringeren Kontrastierung des TrSLgers ftthrt. 
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[Bexsplele] ^ _ i-. 

Die Voirteile der Erfihdung werden an den folgenden Beispielen 
verdeutlicht . Bs zeigen: 

5 Fig; 1 eine perspektivische Seitenansicht der Waschvor- 
richti^ng, ohne vprdere Seitenwand, 
Fig, 2. eine zusammengesetzter Querschnitt: durch die Wasch- 
vorrichtung in H5he der- Linien A-B, C-D, E-F der 
Fig . 1, ^ ^e^jd^^ 
10 Fig. 3' . einen Querschnitt durch. die erfindungsgemSfie Wasch- 
box (4) 


Fig. 1 zeigt eine perspektivische Seitenansicht der Waschvor- 

15 . richtung^ ohne vordere Seitenwand. 

Zum Betrieb der Vorrichtung wird Waschldsung bei verschlosse- 
nen Ablaufventil (7) von oben Uber den Zugang des abnehinbaren 
Deckels (12) eingefullt, bis zu einem Pegelstand^ der der 
H5he der aufrecht gestellten Waschbox (4) entspricht. ^ 

20 Um LufteinschlUsse in der Waschbox zu verhindern, empfiehlt 
es sich vor dem Einsetzen die Luft aus der Waschbox (4) 
'auszusphweiranen' r indent mit einer Spritzf lasche Waschl5sung 
Ober die Offnungen d^r Abdeckung (10) in die Waschbox einge- 
fUhrt wird. Dazu ist auf dem Deckel eine kleine BestUckungs- 

25 karomer (13) in der Gr5lie der Waschbox angebracht, in die 
Waschldsung eingefUllt werden kann. 

AnschlieAend wird der Deckel (12) aufgesetzt. Je nach StSrke 
der Beladung der Waschbox (4) mit PrSparaten und je nach 
gewunschtera Spiildruck wird die Waschbox (4) in eine der 
30 FUhrungsschienen (Sa,b,c) eingeftihrt, die passende Leistungs- 
stufe der Pumpe (3) gew^hlt und die Oberlaufdf f nungen 
(6a,b,c) geCJffnet* 

AnschlieBend werden die Praparate in der Waschbox (4) fiir 
mindestens 30 min und IMngstens 90 min gewaschen, indem die 
35 Waschlasung durch die Pumpe (3) aus der Vorratskaramer (2) 
angesaugt und durch die Waschbox (4) in der SpUlkammer (1) ^ 
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sowie durch die Oberlauf 5f fnungen {6a/b, c) wieder in die 
J., Vorratskaininer (2) gepumpt Wird. Ein veranderlicher Anteil der 

Waschlosung strcJmt dabei je nach eingestellter Pumpstarke und 

Beladungsgrad der Waschbox (4) Ober die Oberkante der Wasch- 
5 box 'hinweg. Eiri langerer Waschvorgang als 9a min zeigt kei- 

nerlei Vorteile oder Nachteile ge^enOber einer Waschdauer von 

90 min. 

Eine vorteilhafte Ausgestaltung der Erfindung ergibt sich 
dadurch, daB zur Steuerung der Dauer und der Starke des 
10 Waschvdrgangs eine elektrohisch Ansteuerung der Pumpe vorge- 
sehen wird. Somit konnte die Pumpe zeitlich gesteuert ein- 
und ausgeschaltet und auch in ihrer Leistung, je nach Anfor- 
derung gesteuert warden. 

Durch die letztgenannte Ausfahrungsart kann der Waschvorgang 
15 vollkoraroen unbeauf sichtigt, also z.B. tiber Nacht, durchge- 
fuhrt werderi. Die' zeitliche Variation der Leistung, etwa in 
Form von pulsiertbm An- und Abstellen der Pumpe sorgt far 
eine grOBere Verwirbelung der WaschlOsung im Bereich der 
PrSiparate und damit zu einem nochmals vergroBerten Waschef- 
20 fekt. 

Die folgehden Ergebnisse eines Vergleiches zwischen herkCmm- 
lich gewaschenen und durch die erfihdungsgem^Be Waschvorrich- 
tung gereinigten ObjekttrSgernetzen belegen eindeutig die 
Vorteile der erfindungsgem^Ben Waschvorrichtung. 
25 Dazu wurden 15 Nickel-ObjektrSgernetze (Netze) , die mit 
^Formvar' (Tragerfilm) befilmt waren mit Protein-A-Gold + PBS 
+ S auf Tropfen in einer feuchten Kammer inkubiert. (PBS = 
Phosphatpuffer 0-05 molar, S « Kochsalz 8.96 g/l ) 

30 Danach wurden jeweils: 

(Waschiasung: Reinstwasser = Destilliertes Wasser (Bidest) ) 

a) S Netze konventionell auf 6 Tropfen der Waschiasung 


35 


b) 5 Netze 


fUr je 5 min gewaschen. 

wurden in der erf indungsgemaBen Waschvorrich- 
tung 30 min erf indungsgemaB gewaschen. 
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c) 5 Netze wurden in der erf indungsgemaBen Waschvorrich- 
tung 60 min erf indungsgemafi gewaschen. 

AnschlieBend wurden die Netze a) dann mit Hand auf 5 Tropfen 
5 Reinstwasser gewaschen, wShfend die Netze b) und c) kurz mit 
der Sprit zflasche abgespritzt wurden. v. 

Je drei der NetzJ:e a),b) und .c) wurden auf Gleichmaiiigkeit 
dei: Waschung beurteilt^ was durch Betrachtung best^tigt 
wurde. 

. 10 TVnschlieBend wurden Auf nahmen bei einer Negativ-VergroBerung 
von 3600-fach angef ertigt>. Dazu wurden die Mitte der Prapara- 
te angef ahren, und von den 6 in der Mitte liegenden Bild- 
Feldern wurde die jeweils maximal mit Protein-A-Gold kontami- 
nierte Stelle auf genoimnen. 
15 Die Negative der Aufnahmen wurden an einem Lichtmikroskop mit. 
dem Objektiv 1 x Ober eine CCD Kamera in ein Bildanalysesy- 
stem eingescannt. Die Negative wurden dann in je 25 Bildf el- 
der zerlegt und die Anzahl der Goldpartikel gezahlt. 

20 Ergebni^: 

Auf je 150 Bildf elder der nach den Methoden a),b) und c) 
gewaschenen Netzen folgende Anzahl von Goldpartikeln: 

a) .(Konventionell) 1362 Au-Partikel 

b) (Erf indungsgemaa, 30 ^in) 773 Au-Partikel 
25 c) (Erfindungsgemaa^ 60 min) 535 Au-Partikel 

D.h. nach dem Waschen in der erf indungsgemaLBen Vorrichtung 
ergaben sich b) 43% und in c) gar 61% weniger . Gold- 
Verunreinigungen auf dem Film der Tragernetze (Tragerfilm 
30 Formvar) . 
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[Bezugszeichenllste ] 

- Fiquren 

(1) Spulkammer 

(2) Vorratskammer ' " 
5 (3) Steuerbare Pumpe " 

(4) Waschbox 

(5) Fiihrungsschienen fur Waschbox 

(6) Verschliefibare Oberlaufdffnungen 

(7) Ablaufrohr und Ventil 
10 (8) ObjelktrMgernetze 

(9) Tragerplatte fttr Objektr^lgerhetze niit Offnungen 

(10) . Abdeckung der Waschbox mJLt Cffnungen 

(11) Bodenplatte der Vbrrichtung 

(12) Abnehmbarer Deckel der Vorrichtiing 
15 (13) BestUckungskammer 

Literatur 

20 /I/ Elektronenmikroskopische Methodik in der Zell- und Mole- 
kularbiologie, H. Plattner, H^P, Zingsheim, Gustav Fischer^ 
. Stuttgart ♦ 

/2/ Praparationsmethodik in der Elektronenmikrpskopie, D.G. 
25 Robinson, U. Ehlers, Springer- Verlag . 


An. 112, Gerd Magdowski 7/14 



. . [Anhangende Zelchnungen] 

Anzahl AnhSngende Zeichnungen: 

Insgesarot drei Stuck. \ - 

^^ig. 1 eine persp.ektivische Seitenansieht • der Waschvor- ... 
richtung, phne vordere Seitenwand, 
Fig. 2 eine ZMsaimneng.esetzter Querschnitt durch die Wasch- 
vorrichtiing in H5he der Linien A-B, C-D, E-F der 
10. Fig. 1, , . ; ^ 

Fig. 3 einen Querschnitt durch die Waschbox (4) 


15 


20 


25 


30 


35 
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[ Schu tzanspruche ] 


Vorrichtung aus zahem; transparentern Mater vorzugs- 
weise Plexiglas^ zum Waschen von mikroskopierbaren PrSpa- 
raten und deren Tragern, insbesondere von Ultradunnschit- 
- ten zur Betrachtuhg in Traliisinissibns-Elektrohenmikros-- 
k6pen>' insbesondere nach iromuhcytochemischer Behandlung^ 
dadurch qekennzeichnet > daU mehrere PrSparate und TrSger 
in-einem Waschvorgang von einer Wa3chlosung Uber* bzw. 
teilweise durchstrdrnt warden.- 

Vorrichtung nach Anspruch 1^ dadurch gekennzeichnet . dafi 
die Stromungsgeschwindigkeit durch eine steuerbare Pumpe 
(3) einstellbar ist: 

Vorrichtung nach Anspruch 1 oder 2, dadurch qekennzeich- 
net, daft die Stramungsgeschwindigkeit durch Variation des 
Abstands zwischen der Waschbox (4) und der die L5sung zu- 
fiihrenden Offnung einstellbar ist. 

Vorrichtung nach einem oder mehreren der AnsprUche 1 bis 
3# dadurch gekennzeichnet ^ daB die Waschlbsung umlaufend 
von der Spdlkammer (1) in die Vorratskammer (2) und wie- 
der in die Spdlkammer gepumpt wird. 

Vorrichtung nach einem oder mehreren der Ansprttche 1 bis 
4/ dadurch qekennzeichnet . dab die Vorrichtung durch ein 
kistenf5rmiges Gehause aus transparentem, zahen Material, 
vorzugsweise Plexiglas umfaBt wird, wobei. das GehSuse 
rechtwinklig aus vier SeitenwSnden, einer Bodenplatte 
(11) und einem abnehmbarera Deckel (12) mit Bestackungs- 
kammer (13) aufgebaut ist. 

Vorrichtung nach einem oder mehreren der AnsprUche 1 bis 
^' dadurch qekennzeichnet , dafi der Waschvorgang zeitlich 
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aber eine elektrische Ansteuerung der Pumpe steuerbar 
ist . 


Vorrichtung nach einem oder^Tmefireren der Anspruche 1 bis 
6; dadurch qekenhielbhh^t^ ^aft diegvWaschiasung aber ein 
::^^\^pK ^ifej?^ kann . 


Waschbox (4) nach einem der AnsprUche 1 bis 1, dadurch 
q e kenn 2 e i chn e t ^ dafi in die zur '^ufnahme. der PrSparate 

.dienende^^^^^^^^^ Kavi taileri^^^^ TrSgerplat te ( 9 ) 

E|6fir ui>g eni': 'iein^jel^sexi^ C . 


^a&chbox (4)^vnach::Arisp^ ciadiirch^rqekennzeichnet r daB 

sie einiB^Ab^eck^ Praparat aus 

gesehen stromauewajcts^ angetradfe isli^und idurch Bohrunaen 
stiomungsf ahrend-;wi : , - 

Wa^h^^ Ahsprvuch ;J^^ ^ dafl pro 

Pi^Mpaiat tragen^ in der Ab- 

diepkung (^0) vor^e^eii^n 'i^^t^^ und strom- 

adf waits zu^ Bdhrurig^ in d^jl^Wtapkiat^^^ Kavitat 
ahgebracht ist. ' 
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